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3 0 2 金沢大学十全医学会雑誌 第104 巻 第 2 号 302 -

3 1 0 (1 99 5)

ア セ チ ル コ リ ン受容体合成 ペ プ チ ドの 立体構造修飾と

抗 原 性 に 関す る 研 究

一 受容体 α サ ブ ユ ニ ッ ト残基番号67 ～ 76 領域を 中心 と して -

金沢大学医学部神経内科学講座 (主任 : 高守正 治教授)

溝 田 敏 夫

重症筋無力症 ( m y a s th e n ia g r a vi s , M G ) の 発 症過程 で 中心 的役割 を演ず る抗 ア セ チ ル コ ワ ン 受容体 ( a c et ylc h oli n e

r e c e p t o r , A C h R ) 抗体 の 抗原決定基 の う ち
,
特に 受容体崩壊促進作用を担う抗体 の 標的 と して , 生体膜上 の A C h R α6 7 ～ 7 6 領

域 ( m a in i m m u n o g e ni c r e gi o n , M I R) が 重要視 されて い る が
,
こ の 領域を 合成 した ペ プ チ ドほ 必ず しも十分 な抗原性を 示 す に

至 っ て い な い ･ こ の M I R の 合成 ペ プ チ ドの 抗原性を強調す るた め に
,
合成 ペ プ チ ドに C y s を組み 込 み S-S 結合を と らせ , 抗

原決定基で ある ため に 重要と思 われ る タ ー

ン 構造 の 強 調 を 試 み た ペ プ チ ド
,
K K C Y G - α6 7 ～ 76- V C T , C R -

α67 ～ 76- K(G
74
→ C) ,

C K G G L R - α6 7 ～ 76 - K C [核磁気共鳴(n u cl e a r m a g n e ti c r e s o n a n c e , N M R) 法 に よ る立 体構造解析で タ ー ン 構造を と る こ と を確認

した ･】, K K C - α6 3 ～ 7 7- C , K K C-α6 2 ～ 77- C , K K C - α6 1 ～ 7 7- C , また , 抗原性強調 に 有効と報告 され た ア ミ ノ 酸置換 を , S - S 結合

を拒み 込ん だ 合成 ペ プチ ドに応用 した K K C -

α6 2 ～ 7 7 , C ( G
73
→ H

,
K
76
→ A ) , K K C- α6 2 ～ 7 7- C ( G

73
→ R

,
K
76
→ A ) , K K C- a 6 2 ～ 7 7- C

( K
T6
→ H ) , K K C- α6 2 ～ 7 7

- C (K
T6
→ R) を作 製 し , そ の 抗原性 を 検討 し た . ま ず抗 M I R モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 ( m o n o cl o n al

a n ti b o d y , m A b) と の 反応を E LIS A 法 に て 検討 した 結丸 橋造修飾され な い α67 ～ 7 6 , a 6 0 ～ 8 0 に 反応性を 認め なか っ た が
,

構造修飾 され た C K G G L R -

α6 7 ～ 7 6 - K C
,
K K C-α6 3 ～ 7 7

- C
, K K C一α62 ～ 7 7 - C , K K C -

α61 ～ 7 7 - C に 強 い 反応 を認 めた . また ,
ア ミ

ノ 酸置換を行 っ た ペ プチ ドも全 て に 強い 反応を 認め , 特に｣ K X C - α6 2 ～ 7 7 - C ( K
78
→ H ) は ア ミ ノ 酸置換を行わ な い もの の 反応を

上 回 るもの で あ っ た .

一

方 ,
3 0 例 の M G 患者血 清抗体 との 反応を 二 抗体免疫沈殿法に て 検討 した 結果 ,

α6 0 ～ 8 0 お よ び ア ミ ノ

酸置換 と構造修飾両者を受けた ペ プ チ ドに 陽性例 ほな か っ た が ,
ア ミ ノ 酸置換 を せ ず に 構造修飾 の み を 受けた ペ プ チ ドに

3 ･3 % ～ 1 6 ･7 % の 陽性例 を認め た . 以上 , 抗 M I R 皿 A b に対す る合成 ペ プ チ ドの 抗原性強調 は
,
タ

ー

ン 構造を 強調す る目的 の

S - S 結合組み 込み 判軋 ア ミ ノ 酸置換の 併凧 両者 で 有効なもの が ある こ とが 示 され ,
M q 慮 者血 清抗体に対す る合成

ペ プチ

ドの 抗原性強調 では t
S -S 結合組み 込み 単独の もの に 有効な もの が ある こ とが 示 された . こ れ らほ , 合成 ペ プ チ ドを用 い る際

の 立体構造 へ の 配慮の 重要性を示 し, また , 断片化 された ペ プ チ ドに 見られ る抗原性低下の 克服に , 立体構造修飾 が有効 で あ

る こ とを 示 して い る . 合成 ペ プ チ ドを 抗原抗体反応を利用 した 吸着剤 と し て , 液性免疫が 主病因 と され る 自己免疫疾患 の 血 液

浄化療法 に 応用す る際に ,
立体構造修飾は合成 ペ プチ ドの 抗原性強調 の た め に 考慮 され る べ き方法と思わ れ る .

K e y w o r d s m y a s t h e ni a g r a vis , m a in i m m u n o g e ni c r e g io n , S y n t h etic p e p tid e

重症筋無力症 ( m y a s th e ni a g r a vi s , M G ) は 神経 筋接合部 シ ナ

プ ス 後 膜 の ア セ チ ル コ リ ン 受 容体 ( a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r ,

A C b R ) に 対す る抗体 に よ っ て 引き起 こ され る 自己 免疫疾患 で

ある . 抗 A C h R 抗体ほ ア セ チ ル コ リ ン ( a c e tylc h oli n e , A C h) 結

合障害 , A C h R 崩壊促進 , 補体介在性運動終板膜破壊の 3 磯序

をも っ て 神経筋興奮伝達を障害 し, 脱力 を 引き起 こ す
1)

. こ の

自己免疫疾患の 抗原決定基が A C h R の どの 部位 で あ る か は ▲

病態解明 , 治療の 面か ら重要な問題 であ る .

シ 邑レ エ イ の 電気器官や , 哺乳動物の 筋肉の ニ コ チ ン 性 ア セ

チ ル コ リ ン 受容体 ( ni c o ti n ic A C h R , n A C h R) ほ α , β, T , ∂ の 4

種 の サ ブ ユ ニ ッ トか らな り
,
α2βr ∂ の 五 量体構造 を と っ て い る .

近年 , A C h R 各サ ブ ユ ニ ッ ト の ア ミ ノ 酸配列が 明 らか に され
2)
,

各 サ ブ ユ ニ ッ ト の
一

次構造 と , 膜 外 , 膜貫通 , 膜 内配列の 推定

が行わ れ た
3) ～ B )

. こ の 知見 ほ , 細胞膜外 に 存在す る抗 A C h R 抗

体 の 抗原決定基の 局在を予測す る
一

助と な る . さ ら に ,
A C h R

に 対す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体( m o n o cl o n al a n tib o d y , m A b) の活

用 か ら , 抗 A C h R 抗体の 60 % 以上 が α サ ブ ユ ニ ッ ト上 の 或る

儲域 ,
い わ ゆる 主 要免疫原性領域 ( m ai n i m m u n o g e n i c r e gi o n ,

M I R) に 抗原決定基を有す る こ と が 報告 さ れ た
9 卜 1 2)

. そ の 後,

A C h R の ア ミ ノ 酸配列の
一

部を ペ プ チ ドと して合成 し , これ を

抗原 に 応用 する 手法が導入 され , 抗 M I R m A b と の 反応が調べ

られた 結果
,
M I R が α6 7 ～ 7 6 とか な り限 られ た領域に しぼら

れ る こ と が 報告 され た
1 3)

.
こ の こ と は

, 治療 を考 え るう え で非

常 に有利な点と な ろ うが , m A b を 用い た 検討で ほ 合成 ペ プ チ

平成 6 年1 2 月1 4 日受付,
平成 7 年 3 月1 4 日受理

A b b r e vi a tio n s : A C h , a C et y lc h olin e ; A C h R , a C et ylc h oli n e r e c e p t o r ; B S A , b o vi n e s e r u m alb u m i n ; C O S Y , 2 D

c o r r el at e d s p e c t r o s c o p y ; D M S O , di m et h yls ulf o xid e ; E M A G , e X p e ri m e n t al a u t oi m m u n e m y a st h e nia g r a vi s ;

H P L C
,
hi gh p e rf o r m a n c e li q uid c h r o m at o g r a p h y ; m A b , m O n O Clo n al a n tib Q d y ; M G , m y a St h e ni a g r a vis ; M IR ,
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ド α67 ～ 7 6 の 抗原性ほ 天然 A C h R に 比 して非常に 弱い こ と ,

合成ペ プ チ ド α67
～ 7 6 を 抗原と して ヒ ト 抗体 を十分 に検知 し

たと の 報告 に 乏 しい こ と ほ , 合成 ペ プ チ ドを 用い る際 の 問題点

とな っ て い る .

合成 ペ プ チ ドの 抗原性減弱の 原因の
一

つ に
, 抗原 を断片化 し

た ペ プ チ ドに す る こ とに よ る 立 体構造 の 変化 が考 え られ る .

α67 ～ 7 6 の 理論的 に 予測 される立体構造は ,
α6 8 ～ 71 に ル

ー

プ

の頂点を持 つ ヘ ア ピ ソ ル
ー プ 構造 で ,

ル ー

プ の 頂 点ほ Ⅰ 型β

タ
ー

ン 構造 を と る こ とが 予測され て い る . そ して
,
そ の タ

ー

ン

部分は陰性荷電 を有 し, 親水性で ある こ とも抗体の 結合部位 と

して適当である
1 4)

. 我 々 は こ の タ ー ン構造 が抗原性 に重要 と考

え, 人工 的に S
-S 結合を ペ プチ ドに 組み 込 ん で タ ー

ン 構造を強

調 し, 断片化され た合成 ペ プチ ドの 抗原性低下を克服する こ と

を試み た . そ の 結果 , 抗 M I R m A b に対す る抗原性強調に 成功

し, そ の 抗原性 を強調 した 合成 ペ プ チ ドを 用い て , 無修飾の ペ

プチ ドで は 困難で あ っ た ヒ ト M G 患者血 清抗体 の 検出を試 み

た .

材 料および方法

Ⅰ .
ペ プチ ド合成

ヒ トお よ び シ ビ レ エ イ (to r p e d o) の A C h R α サ ブ ユ ニ ッ ト前

駆体
一

次構造
4)
に 照合 し, T z a r t o s らに よ り M IR と され て い る

α67 ～ 7 6
13)

,
そ の 両端に 天然 ア ミ ノ 酸配列 を延長 した α60 ～ 80 ,

A C h R 崩壊促進作用 を有す る抗体 を誘導 で き る と 報告 された

a1 25 ～ 1 4 7
15)
,
α7 0 ～ 9 0

1 6)

,
A C h 結合能 を阻害す る抗体を誘導 でき

ると報告された α18 3 ～ 2 0 0
1T)

, そ の ほ か表 1 の 如く20 種 の ペ プ

チ ドを 合成 した . α67 ～ 7 6 に 関 して ほ , そ の タ ー ン 構造を強調

するた め 人工 的な ア ミ ノ 酸 配列 を追加 し た う え で 両端 に C y s

を 付加 し ,
S- S 結 合 を と ら せ た 合成 ペ プ チ ド , K K C Y G-

α6 7 ～ 7 6- V C T . C R- a 6 7 ～ 7 6- K ( G
74
→ C) (7 4 残基位 の G を C に

置換 した こ と を意味す る) , C K G G L R-α6 7 ～ 7 6
q K C を 作製 した .

C y s を組み 込ん だ 3 種 の 合成 ペ プチ ドの 予測構造式ほ図1 に 示

した . また ,
α6 7 ～ 7 6 を 中心 に 天然ア ミ ノ 酸配列を延長 し , 本

来の ア ミ ノ 酸配列の 両端 に C y s を阻 み込 み , こ の 延長を 少 しず

つ 変 えて タ ー

ン の 位 置 を 変化 さ せ る こ と を 意図 し た K K C -

α63 ～ 7 7- C , K K C- α6 2
～ 7 7- C , K K C - α6 1 ～ 7 7- C を 作製 した .

こ の

3 種の 予測構造式は図1 に 示 した .
こ の ほ か , 図1 に 見 られ る

ように タ ー

ン の 位置が a6 8 ～ 7 1 に 予測 さ れ る K K C -

α6 2 ～ 7 7- C

に関して は , G ly
73

,
L y s
7 6

を 他の ア ミ ノ 酸 に 置換 した ペ プチ ド ,

K K C -

a 6 2 ～ 7 7- C ( G
73
→ H

,
K
76
→ A ), K K C- α6 2

～ 7 7- C ( G
73
→ R

,

K
7B
→ A ), K K C- a 62

～ 7 7- C ( K
76 → H ), K K C- α6 2 ～ 7 7- C ( K

76 → R) を

ヒト ア ミ ノ酸配列 に おい て の み作製 した .

ペ プ チ ドの
一

部 に は

可溶性をうるた め に N 端に L y s- L y s また ほ ,
L y s

- L y s- G ly , C

端に Gly ま た ほ L y s- L y s - Gl y を連結 した .
こ れ らの ペ プ チ ドを

固相法 で作製 し , 逆 相 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (bi g h

p erf o r m a n c e li q uid c h r o m a t o g r a p h y , H P L C ) に て 精製 した . ま

たその 後 , 日本電子製 (東京) H X-1 0 0 に よ る フ ィ
ー ル ドデ ィ

ソ ー

プ シ ョ ソ 法 (イ オ ン 化方法) マ ス ス ペ ク ト ル で ペ プ チ ド合

成を確認 した . S - S 結合 は , フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 酸化法 に

よ っ て形成 した . そ の 過程を 逆相 H P L C でモ ニ タ
ー

し
,
逆相

打P L C に て ペ プ チ ドを 精製 した . ま た そ の 後 ,
最終的に マ ス ス

m ai n i m m u n o g e n ic r e gi o n ; N M R , n u Cle a r m a g n e ti c

a nd e x ch a n g e s p e c t r o s c o p y ; P B , p h o s p h at e b uff e r ;
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3 0 4

ベ ク トル に よ る 分子量測定 で ペ プ チ ド合成 を確認 した .

Ⅰ . m A b

M a y o cli ni c ( R o c h e st e r , M i n n e s o t a , U S A ) の L e n n o n 博士 よ

り 供 与 さ れ た 抗 M I R m A b ( m A b 3)
.
抗 n o n

- M I R m A b

( m A bl ) を 使用 した . こ れ らの m A b s は ,
T o rp e d o c alif o r ni -

C a の 電気器官か ら精製 した A C h R を ル ウ ィ ス ラ ッ トに 免疫

し
,
リ ン パ 節か ら得た リ ン パ 球 と免疫 グ ロ プ リ ン 非産生 マ ウ ス

ミ エ ロ ー マ 細胞 S1 9 4/ 5 . X X O .B U .1 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル

を 用い て融合 ,
A C b R 抗体塵生細胞 を ク ロ ー ン 化 し , 雄先天性

無胸腺 B A L B/ c ヌ
ー

ド ( n u/ n u) マ ウ ス (A R S S p r a g u e-

D a w l e y) の 腹腔 内に 接種 , 得 られた 腹水を40 % 硫酸 ア ン モ ニ ウ

ム に沈殿分離 した
1 8)19)

. m A b 3 に 関 して ほ , ラ ッ ト
,
ヒ ト

,
ギ ニ

ア ビ ッ グ
,
イ ヌ

,
ネ コ

,
マ ウ ス の A C h R の

,

1 25

Ⅰ廿 ブ ソ ガ ロ トキ

シ ソ 結合部位 と異な る部位 に 結合す る こ と, 実験的自己免疫性

重症筋無力症 ( e x p e ri m e n t al a u t oi m m u n e m y a s th e n i a g r a vi s 】

E A M G) を 惹起す る こ と
, 培養細胞上 の A C h R の 崩壊 を促進す

る こ と
,
m A b 3 5

10) と競 合す る こ とに よ っ て
, 抗 M I R m A b で あ

る こ と を証明 した
20)

.

Ⅲ . E L I S A

合成 ペ プ チ ドを 0 ･OI M リ ソ 酸緩衝生理食塩水 (p h o s p h at e -

b u ff e r e d s ali n e
,
P B S) ( p H 7 .5) に 7 5 0 p m o l/ mi で 溶解 し, 9 6 穴

E LI S A プ レ
ー

ト
,
イ ム ノ ブ レ ー ト Ⅰ ( N u n c , R o s kild e ,

D e n m a r k) の 各 ウ ェ ル に 1 0 0FLl ず つ 分注 して ,
4 ℃で 一 晩イ ン

キ エ
ペ ー シ ョ ソ した . そ の 後0 . 0 5 % ト ク イ ー ン 2 0 加 P B S

(P B S/ T w e e n , P B S/ T) で 3 回洗浄 し,
一

次抗体と して m A b を

P B S/
'

r l O % ヤ ギ 血清で 500 ×2
B
～ 5 0 0 ×2

7

倍の 希 釈系列を作製

し各 ウ ニ ル に 分注 して ,
3 7 ℃ で1 . 5 時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し

た . そ の 後 P B S/ T で 3 固洗浄 し , 二 次抗体と して の ア ル カ リ

T a bl e l . S y n th e ti c p e p tid e s o f th e a
-

S u b u n it o f th e A C h R

フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ラ ッ ト I g G 僅 鎖 + 軽 鎖)

(B i o - R a d , R i c h m o n d
,
U S A ) を P B S/ T l O % ヤ ギ 血 清で500 倍希

釈 して 添加 して
,
37 ℃ で 1 時間イ ン キ エ ペ - シ ョ ソ した . その

後 P B S/ T で 3 回洗 浄 し
,
1 0 % ジ ュ タ ノ ー ル ア ミ ソ 緩 衝 液

(Bi o - R a d) に P - ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ソ 酸( Bio- R a d) を 5 m g/ 5 m l

解 した もの を 基質 と し て 添加 し て
,
3 7 ℃ で 1 . 5 時 間 イ ン キ エ

ペ - シ ョ ン した . そ の 後IN N a O H を 5 恥1 各 ウ ニ ル に 分注 して

反応を止め
,
4 0 5 n m で吸 光度 を測定 した . 抗体価 は

,
m A bl に

対する m A b 3 の 吸光度 の 比 が2 . 5 以上 とな る最高希釈倍率 と し

た ･ ま た ,
E L I S A プ レ

ー

ト へ の 合成 ペ プ チ ドの 固相化 の 成否

ほ
!
G ri e s m a n n らの 方法 に よ っ て確認 した

21)
.

Ⅳ . ニ 抗体免疫沈殿法

所定 の 試験管中の B olt o n - H u n t e r 試薬
22)

(0 .5 m Ci) (A m e r sh-

a m , B u c k in g h a m sh ir e , E n gl a n d) の 溶媒 の ベ ン ゼ ソ を 窒素ガ ス

で蒸発 さ せ , 合 成 ペ プ チ ド 5〟g を 0 .0 5 M リ ン 酸 緩 衝液

( p h o s p h a t e - b u ff e r ,P B) ( p H 7 .5) 1 0 pl 中に 溶解し ∴注入 した . こ

れを 0 ℃で 1 時 間 ,
そ の 後 4 ℃ で

一

晩反 応 さ せ た . こ れ に

0 . 1 % 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m alb u m i n , B S A ) 加

0 ･0 5 M P B S 5 0 0 / 1̀ を 加え た 反応液全体 を セ フ ァ デ ッ ク ス G-1 5

( P h a r m a ci a , U p p s al a , S w ed e n) カ ラ ム (1 .0 ×3 0 c m ) (E c o n o-

C Olu m n
,
B i o- R a d) に の せ ,

0 .1 % B S A 加 0 .0 5 M P B で ゲ ル 濾過

し
, 放射能 の ピ

ー

ク を と り標識抗原と した .

血 清1 検体に つき栄研 チ ュ
ー ブ (栄研 , 東 京) 3 本 用意 し

,

0 ･0 5 M P B で1 0 0倍希 釈 した被検血清を 1 0 恥l ず つ 3 本 に分注

し, それぞれ に 標識抗原 10 恥1(2 0 ～ 5 0 万 c p m / 試験管 , 比活性

1 ･0 ～ 4 ･7 ×1 0
7
c p m ルg) を 分注 して 4 ℃ で

一

晩反応 させ た . 次に

二 次抗体 と して の ヤ ギ 抗 ヒ ト Ig G (全分子) (C a p p el L a b ol a to r -

i e s
,
P e n n s ylv a ni a , U S A ) を 0 .0 5 M P B で 2 倍希釈 し, そ れ ぞれ

S y n th etic A C h R p e p tid e
A mi n o a ci d s e q u e n c e i n

T o r p e d o H u m a n

αl ～ 2 4 - G

α1 0 7 ～ 1 1 6 - G

K K G -

α1 2 4 ～ 1 4 7

K X G -

α1 2 5 ～ 1 4 7

K K -

α1 83 ～ 2 0 0 - K K G

K K -

α1 83 ～ 2 0 0 - G

K K -

α51 ～ 71 - G

K K -

α7 0 ～ 9 0 - G

α6 0 ～ 8 0 - G

α6 7 ～ 7 6

K K C Y G -

α6 7 ～ 7 6 - V C T

C R
～

α6 7 ～ 7 6
-

K (G
74
→ C)

C K G G L R
-

α6 7 ～ 7 6
-

K C

K K C -

α6 3 ～ 7 7
.

-

C

K K C -

α6 2 ～ 7 7
-

C

K K C -

α61 ～ 7 7
-

C

K K C M

a 6 2 ～ 7 7 -

C ( G
73
→ H , K

76
→ A )

K K C -

α6 2 ～ 7 7 - C ( G
73
→ R

.
K
T8
→ A )

K K C -

α6 2 ～ 7 7 - C ( K
沌
→ H)

K K C -

α6 2 ～ 7 7 - C ( 貯
8
→ R)

K L L L D Y T G K I G

K K G F K S Y C EII V T H F P F D Q Q N C T M K L G

K K G W K H W V Y Y T C C P D T P Y L D K K G

K K E T N V R L R Q Q W I D V R L R W N P A D

K K A D Y G G I K K I R L P S D D V W L P D L G

W I D V R L R W N P A D Y G G I K K I R L G

W N P A D Y G G I K

K K C Y G W N P A D Y G G I K V C T

C R W N P A D Y G CI K K

C K G G L R W N P A D Y G G I K K C

K K C V R L R W N P A D Y G G I K K C

K K C D V R L R W N P A D Y G G r K K C

K K C I D V R L R W N P A D Y G G I K K C

S E H E T R L V A K L F K D Y S S V V R P V E D G

K K G K S Y C EII V T H F P F D E Q N C S M K L G

K K G W K H S V T Y S C C P D T P Y L D G

K K T T N V R L K Q Q W V D Y N L K W N P D D G

K K D D Y G G V K K I H I P S E K I W R P D L G

W V D Y N L K W N P D D Y G G V K K I HI G

K K C Y G W N P D D Y G G V K V C T

C R W N P D D Y G C V K K

C K G G L R W N P D D Y G G V K K C

K K C Y N L K W N P D D Y G G V K K C

K K C D Y N L K W N P D D Y G G V K K C

K K C V D Y N L K W N P D D Y G G V K K C

K K C D Y N L K W N P D D Y H G V A K C

K K C D Y N L K W N P D D Y R G V A K C

K K C D Y N L K W N P D D Y G G V H K C

K K C D Y N L K W N P D D Y G G V R K C

T h eir s e q u e n c e a r e sh o w n u si n g st a n d a rd o n e -1 e tt e r a m i n o a cid s y m b oli s m ･ T h e si n gl e l e tt e r n o t a ti o n s of th e a mi n o a cid s

a r e ‥ A ; al a ni n e ; C ･ C y S t ei n e ; D ･ a S P a r ti c a cid ; E , gl u t a mi c a c id ; F , p h e n yl al a ni n e ; G , gl y ci n q ; H , h i stid i n e ; Ⅰ, i s ol e u ci n e ; K ･

1y si n e ; L , l e u ci n e ; M , m e thi o n irle ; N , a S p a r a gi n e ; P , p r Oli n e ; Q , gl u t a mi n e ; R , a r gi ni n e ; S , S e ri n e ; T , th r e o ni n e ; Ⅴ , V al i n e ;
W . tr y pt o p h a n ; Y , ty r O Si n e .
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の試験管 に 5 恥1 分琵 ,
4 ℃ で 一 晩反応 させ た . そ の 後 ,

3
,
0 0 0

r p m で1 0 分間遠心 し上 清を 捨て , 沈査は0 ･ 2 % ト リ ト ン Ⅹ 加

0 .05 M T ri s 緩衝液 (p H 7 .4) で 2 回洗浄後 , 放 射活性 を測定 し

た ,

Ⅴ . 立体構造解析

0 .0 0 5 M で合成 ペ プチ ドを 軽水 (H 20 : D 2 0 = 9 : 1) に 溶解 し ,

JE O L G X- 5 00 ス ペ ク ト ロ メ
ー タ ー ( 日本電子) を用 い て ,

一 次

jt , 二 次元核磁気共鳴 ( n u cl e a r m a g n e ti c r e s o n a n c e , N M R) ス

ペ ク ト ル を ,
二 次元相関分光法 (2 D c o r r ela t e d s p e c t r o s c o p y ,

C O S Y ) , 二 次 元核 オ
ー バ ー ハ ウ ザ

ー 効 果 一 交 換分光法 (2D

n u cl e a r O v e r h a u s e r e n h a n c e m e n t a n d e x c h a n g e s p e c tr o s c o p y ,

N O E S Y ) に よ っ て 得 た .
N O E S Y ス ペ ク ト ル は 混 合時 間

280 m s で記録 した . 軽水 シ グナ ル の 抑制 ほ ホ モ ゲ ー トデ カ ッ プ

リ ン グに よ っ て行 っ た . 得 られた各 ピ ー ク の ア ミ ノ 酸配列 へ の

帰属ほ W ii th ri c h の 方法で 行 っ た
23)

, また
, 得 られ た プ ロ l､ ン 間

距離情報を基に , B r a u n ら の 方法
24)
に よ るデ ィ ス タ ン ス

･ ジ オ

メ ト リ
ー

で 系統 的 に 解析 し , 水 溶液中で の 立 体構造 を コ ン

ピ ュ

ー

タ
ー 画像で描 出 した .

T a bl e 2 . R e a c ti vi ty of a n ti - T o r p e d o M I R m o n o cl o n al

a n tib o d y wi th T o rp e d o a n d h u m a n A C h R p e p ti d e s

S y n th e tic A C h R p e p tid e
R e cip r o c al o f fi n al

dil u ti o n -

p O Siti v e

(T o r p e d o)

α1 0 7 ～ 1 1 6
⊥
G

K K G -

α12 4 ～ 1 4 7

K K -

α1 8 3 ～ 2 0 0 - K K G

K K
-

α5l ～ 7 1
-

G

K K -

α7 0 ～ 9 0 -

G

α6 0 ～ 8 0 - G

α6 7 ～ 76

K K C Y G
-

α6 7 ～ 7 6 - V C T

C R -

｢ α67 ～ 7 6 -

K ( G
74
→ C)

C K G G L R -

a 6 7 ～ 7 6 - K C

K K C -

α6 3 一 } 7 7 - C

K K C
-

α6 2 ～ 7 7 - C

K E C -

α61 ～ 7 7 - C

( H u m a n)

αト ー 2 4- G

X K G
-

α1 2 5
′
､ 1 4 7

K K -

α1 8 3 ～ 2 0 0 - G

K K -

α51 ～ 7 1 - G

K K -

α70 ～ 9 0 -

G

α60 ～ 8 0 - G

K K C Y G
-

α6 7 ～ 7 6
-

V C T

C R -

a 67 ～ 7 6 - K ( G
74
→ C)

C K G G L R -

α 6 7 ～ 7 6 - K C

K K C -

α6 3 ～ 7 7 - C

K E C -

α6 2 ～ 7 7 - C

K E C -

α61 ～ 7 7
-

C

K K C -

a 6 2 ～ 7 7 - C ( G
73 → H , K

76
→ A )

K K C -

α6 2 ～ 7 7 - C ( G
T3
→ R

.
K
76
→ A )

K K C -

α6 2 ～ 7 7 - C ( K
T8
→ H)

K K C -

a 6 2 ～ 7 7 - C ( K
76
→ R)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

5

5

5

5

5

5

5

5
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T h e a n tib o d y tite r w a s e x p r e s s e d a s th e r e ci p r o c al o f
th e hig h e s t d il u ti o n th a t yi el d e d a n a d s o r b a n c e o f 2 .5
ti m e s th e m e a n v al u e f o r th e c o r r e s p o n di n g dil u ti o n o f
a n ti - T o r p e d o n o n

- M I R m o n o cl o n al a n tib o d y .

Ⅵ . 患者血清

血清ほ 一 8 0 ℃ で保存 されたもの を 使用 した . A C h R 結合抗体

陽性 の 重症筋無力症30 例を対象と し, 対照 に ほ健常成人15 例 ,

他 の 神経疾患10 例( G uill ai n- B a r rさ症候群 1 例, F is h e r 症候群 2

例 , 慢性炎症性脱髄性多発 ニ ュ

ー

ロ パ チ
ー

2 例 ▲
皮膚 筋炎 3

例
,
筋萎縮性側索硬化症 2 例) を用 い た .

成 績

Ⅰ . 合成 ペ プチ ドと抗M I R モ ノ ク ロ
ー

ナ ル抗体の 反応

抗 n o n -

M I R m A b ( m A b l) を 対 照 に し , 抗 M I R m A b

( m A b 3) と 合成 ペ プチ ドの 反応を 調べ た結果を表 2 に示 した .

抗 M I R m A b ほ M I R と され る a 67 ～ 7 6 と 関連の な い ペ プチ ド

と は 反応 を示 さなか っ た . ま た
,
M I R で あ るほ ず の α60 ～ 8軋

α67 ～ 7 6 に も反応を示 さな か っ た .

一

方 ,
タ ー ン 構造を 強調す

べ く構造修飾 され た 合成 ペ プ チ ド の 中 で ,
C K G G L R-α67 ～

7 6 - K C
,
K K C - α6 3 ～ 7 7- C , K K C-α6 2 ～ 7 7

- C
,
K K C-α61 ～ 7 7

- C が 抗

M I R m A b と 反 応 を 示 し ,
こ れ ら の 構 造修飾 ほ , 抗 M I R

m A b に 対する抗原性の 回復に 効果的であ っ た . ま た こ の 4 種

の ペ プ チ ドは シ ビ レ エ イ
,
ヒ ト ア ミ ノ 酸配列それぞれ に作製 し

て 調 べ た が , 抗 M I R m A b と の 反応は 程度の 差 ほ あれ ,
両 者で

異な らな か っ た .

反応を 示 した 4 種 の ペ プチ ドの 中で ほ , 人工 的な ア ミ ノ 酸配

列を付加 した C K G G L R - α6 7 ～ 7 6 - K C よ りも , 天然 ア ミ ノ 酸 配

列を付加 した 3 種の 方が反応が強い 傾向に あ っ た . こ の 3 種の

中で もも っ とも反応の 強 い 傾向にあ っ た の は , M I R の タ
ー

ン 部

位 と して 理 論的 に 予測さ れ る α68 ～ 7 1 と 同部位 に タ
ー

ン を 有

す る で あろ う K K C -

α62 ～ 7 7 ◆ C で ある . こ の ペ プ チ ドに ア ミ ノ

酸 置換 を ほ ど こ した ヒ ト 合 成 ペ プ チ ド ,
K K C- a 6 2

～ 7 7ェC

( G
73
→ H

,
K
76
→ A ) , K K CT α6 2

～ 7 7 - C ( G
73
→ R

,
K
76
→ A) , K K C - α6 2 ～

7 7- C ( K
76

- . H) , K K C一α62 ～ 7 7L C (K
76
→ R) に 関 して も, 同様に 抗

M IR m A b と の 反応が得 られ , 特 に K K C-α6 2 ～ 7 7- C ( K
76
→ H )

ほ K K C- a 6 2 ～ 77q C の 反応 を上 回 る もの で あ っ た .

Ⅰ .
ペ プチ ド立体構造解析

抗 M IR m A b ( m A b 3) と 反 応 し た 合成 ペ プ チ ド の
一

つ

C K G G L RLα6 7
～ 7 6- K C を N M R 法に よ り構造解析 し, 得 られ た

1 0 Å

Fi g , 2 . C o nf o r r n a ti o n of th e h u m a n α6 7
～ 7 6 M I R d e c a p e p ti

q

d e s ( W N P D D Y G G V K) in th e a q u e o u s s ol u ti o n a s r e v e al e d

b y 2 D
- N M R e x p e ri m e n ts a n d m ol e c u la r d y n a mi c s a n aly si s ･

T h e h yd r o g e n i s o m itt e d in this fig u r e ･
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7 4
→ C )
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C P m

C K G G L R -

α6 7 ～ 7 6 - K C

1 0 0 0 1 2 0 0 1 4 0 0

C P m

K K C ･ α6 3 ～ 7 7 ･ C

_
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M G

O N D
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C P m

K K C -

α 6 2 ～ 7 7 - C ( G
7 3

h ･ H , K
7 6

→ A )

小
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●
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C P m

K K C ･ α6 2 ～ 7 7 - C ( G
7 3
→ R , K

7 6
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C P m

K K C - α6 2 ～ 7 7 ･ C ( K
7 6
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K K C ･ C( 6 2 ～ 7 7 - C ( K
7 6
→ R )
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F ig . 3 ･ B i n d in g s o f a n tib o d i e s i n pl a s m a s a m pl e s f r
o m 30

m y a sth e ni a g r a vi s (M G ) p ati e n ts , 1 0 i n di v id u als s uff e rin g

f r o m ot h e r n e u r olo gi c al d is e a s e s (O N D ) a n d 1 5 n o r m
al

in di v id u als t o s y n th e ti c p e p tid e s in r a di oi m m u n o a
s s a y ･ F or

th is st u d y , th e u p p e r li mi t o王 n o r m al w a s
d efi n ed a s

支 + 3 S D f o r th e n o r m al .
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立体構造の コ ン ピ ュ

ー

タ 画像を 図2 に示 した , 合成時の 意図通

り S-S 結合を有 し, α68
～ 7 1 で タ ー

ン 構造を と る こ と が示 され

た.

Ⅲ . 合成 ペ プチ ドと と 卜M G 患者血清抗体の反応

合成 ペ プ チ ド , α6 0
～ 8 0

,
K K C Y G - α6 7 ～ 7 6 - V C T , C R- a 6 7 ～

7 6- K ( G
74
→ C) , C K G G L R - α6 7 ～ 7 6 - K C , K K C

-

a 6 3 ～ 7 7 - C
,

K K C
-

α62 ～ 7 7- C , K K C - a 6 1 ～ 7 7
- C
, K K C

-

a 6 2 ～ 7 7 - C ( G
73
→ H

,

K
16
→ A ) , K K C -

α6 2 ～ 77- C (G
73
→ R

,
K
76
→ A ), K K C -

α6 2 ～ 7 7 C

( E
76
→ 恥 K E C

-

α6 2 ～ 7 7 - C (K
T6
→ R) を

125
Ⅰ で 標識 し, 二 抗体免疫

沈殿法 で M G 患 者血 清30 例 との 反応 を調 べ た 結果 を図 3 に 示

した . 健常成人15 例の 豆+ 3 S D を 正 常上 限と して 判定 した . 構

造修飾 され な い α60
～ 8 0 に は有意な 反応 が得られ なか っ た が ,

タ
ー

ソ 構 造 を 強調す べ く 構造修 飾 さ れ た ペ プ チ ド に ほ

K K C Y G -

α6 7 ～ 7 6 - V C T 2 例(6 .7 % ) , C R
-

α6 7 ～ 7 6- K ( G
74
→ C) 1

例 (3 .3 % ) , C K G G L R
-

a 6 7 ～ 7 6 - K C 5 例 (1 6 ･7 % ) , K K C - α6 3 ～

7 7 - C 2 例 (6 .7 % ) , K K C- a 6 2 ～ 7 7
- C 5 例 (1 6 .7 % ) , K K C - α6 1 ～

7 7 - C 5 例 (1 6 .7 % ) の 陽性 例を認め た .

一

方 で , 抗 M I R m A b

との 反応の 高か っ た K K C一α62 ～ 7 7 - C に ア ミ ノ 酸置換 を加え た

K K C-α6 2
～ 7 7 - C ( G

T3 → H
,
K
TB → A ) , K K C - a 6 2 ～ 7 7 - C ( G

T3
→ R

,

K
78
→ A ) , K K C- α6 2 ～ 7 7 - C (K

T6
→ H) , K K C

-

α62 ～ 7 7 - C (K
T6
→ R) に

は陽性例を認め な か っ た .
い ずれの ペ プ チ ドに お い い も対照疾

患群に 陽性例は認め な か っ た .

考 察

M G 患者血 清中の 抗 A C h R 抗体が ,
A C h R 中の どの 領域を 抗

原決定基とす るか に つ い て 分子 レ ベ ル で の 検討が進 め られ て い

る . 特に α サ ブ ユ ニ ッ ト の 或る 領域 ,
い わ ゆ る M I R ほ ,

M G 患

者血清抗体の 約60 % が 認識する部位 と して T z a r t o s らに よ り報

告きれ 注 目 され て い る
13}

. 彼 らほ , 天然 A C h R を免疫 して細ら

れ た m A b の 多く が α サ ブ ユ ニ ッ ト 上 の 或 る
一

つ の 領 域

( MI R) に 反応す る こ とを , m A b 同士 の 競合実験 で明 らか に し,

そ の抗 M IR m A b の 反応 が抗原の 種を越えて広く保 た れ る こ

と
, 抗 M I R m A b が E A M G を惹起す る能力 を持 つ こ と , 抗

MI R m A b が培養細胞上 の A C h R の 崩壊 を促進す る こ と を 示

し
,
M I R の 重要性を 強調 して い る . 1 こ の M I R ほ A C h の 受容

体結合部位 と は 異な り , ま た ,
M I R へ の 抗 体結合だけ で ほ

AC h R の 機能が 妨げ られ な い こ と が 知られて い る
25)

. 抗 M I R

m A b の 抗原決定基は徐 々 に そ の 範囲が 狭め られ ,
や が て 合成

ペ プ チ ドを 用 い た 実験 か ら α67 ～ 7 6 へ と し ば り こ ま れ て き

た
ta)

. しか し
, 断片と化 した合成 ペ プ チ ドと抗 M IR m A b の 反

応は , 天然 A C h R に 比 し非常に弱い .

今回の 検討に お い て も , 抗 M I R m A b ( m A b 3) が M I R で あ

るはず の α60 ～ 80 , α6 7 ～ 7 6 に 反応を 示 さな か っ た . こ の こ と

は
, 抗 M I R 抗 体 の 指 標 に も さ れ て い る T z a r t o s ら の

m A b 35
10)
が合成 ペ プチ ドに 反応 しな い こ と に 塀似 して お り

1a)
,

断片化 した ペ プチ ドを抗原 とす る こ と か ら生 じた 問題 と思わ れ

た .

断片化された こ とで抗原性 を減 じた 原因と して , 立 体構造に

変化が起き抗原性が弱められ る可 能性 , あるい ほ抗原決定基が

複数の 不 連続 な ア ミ ノ 酸残基 の 3 次元的集合体 と して 形成 さ

れ
,

一

部の ア ミ ノ 酸配列だけで ほ十分な抗原性を持 たせ られな

い 可能性な どが原因 と して 考え られ る . 前者 の 可能性 に対 して

ほ
, 立体構造の 修飾を行う こ とで抗原性 の 回復を期待 できるか

も知れな い .

立体構造修飾 の 前提と して ▲ まず ,
M I R の 立体構造解析が必

要 と思われる . M I R と される α67 ～ 76 に 関 して ユ
そ の ア ミ ノ 酸

配列か ら理論的に予測 され る構造ほ Ⅰ型β タ
ー

ン 構造で あ り,

元来抗原決定基に な りや すい と され て い る ル
ー

プ橋造 に 望ま し

い もの で ある
14)2 6)

.
C u n g らは N M R 法に よ っ て 合成 ペ プ チ ド

α67 ～ 7 6 の 立 体構造解析 を行 い ,
ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド

(di m e th yls u lf o x id e , D M S O) 中で は , 実際 に タ ー ン 構造 を と る

こ とを報告 して い る
27)

. 我 々 は M I R が抗原 とな る にほ タ ー ン 構

造が 重要と の 考えか ら ,
タ

ー

ン を強調す るた め に S - S 結合を 合

成 ペ プ チ ド に 組 み 込 み ,
抗 M I R m A b と 合 成 ペ プ チ ド

α67 ～ 7 6 の 反応性を 高め る こ と に 成功 した .
こ の こ とは 合成 ペ

プチ ドを 用い る際に , 立体構造修飾 で m A b と の 反応性を高め

る こ とが 可能 で あ る こ と を 示 して お り , また , 合成 ペ プ チ ド

a 67 ～ 7 6 の 抗 M I R m A b へ の 抗原性 が減弱す る原田の
一

つ に
,

立体構造の 変化が関与す る こ と を支持す る知見と思わ れ る .

我 々 が 用い た構造修飾 は , 断片化 した ペ プチ ドに タ
ー ン 構造

を確保す る こ とが 第
一

の 目的で あ っ た .
こ の 構造修飾 の 成否に

関 して は , 実際に C K G G L R
-

α6 7 ～ 7 6 - K C が , 水溶液中 で S -S

結合 を有 し , タ ー

ン 構造を と る こ とを N M R 法に よ る構造解析

で 示 し え た . こ れ に 関連 し て 興味深 い の は ,
C u n g ら の

a 6 7 ～ 7 6 の N M R 法で の 解析ほ 溶媒 が D M S O で あり , 水溶液

中で は プ ロ ト ン 間オ
ー バ ー ハ ウザ

ー 効果が得 られ ず , 合成 ペ プ

チ ドの 構造解析が できなか っ た と報告 して い る こ と で ある
2丁)

.

そ の 理由と して , 水溶液中で は水分子の 極性に よ り合成 ペ プ チ

ド中の 分子間水素結合 が不 安定 とな り , 安定 した立体構造を保

て な い か らで はな い か と推測 して い る . 今回 我 々 が , 水溶液中

で の構 造解析 に成功 した理 由と して , S - S 結合 で ペ プ チ ドの 立

体棒造を安定化 しえた こと ▲
つ ま り は タ

ー

ン 構造を安定化 しえ

た こ とが
一

つ の 原因と して考え られ る .

抗原性の 強調 に 閲 し , 我 々 は 当初 M IR ( α6 7 〔
- 7 6) そ の もの の

ア ミ ノ 酸配列を乱す こ と なく抗原性を強調す る こ と を試み た .

こ れに 対 し , P a p a d o uli らほ α67 ～ 7 6 の ア ミ ノ 酸残基の 点突然

変異を作製 し , L y s
T8 → A l a

T6

等の ある種 の 置換が抗 M IR m A b と

の 反応 を強調する こ とを 見い だ して い る
28)

.
N M R 法で の 解析

で ほ
!
L y s
76
→ A l a

76

の 置換に よ り ,
α6 7 ～ 7 6 の C 端側の 柔軟性

が高ま る こ とが 見い だ され , 抗体 と の 結合に よ り有利と な る の

で は な い か と推測 されて い る
2g)

. こ の こ と ほ
, 我々 が , S - S 結合

で安定 した タ ー

ン 構造を 目指 した こ と と関連 して興味深い . 同

様 の 点突然変異 で の m A b に 対す る抗原性強調 に 関 し て ,

L y s
76
→ H is

T8

,
A r g

T6

等が 有効で ある こ とも報告 され て い る
30)

. し

か し
,
こ れ らが立体構造に どの よ うな修飾を与えたか に 関 して

の 検討ほ な さ れて い な い .

これ らの 置換の 一 部に つ い ては , 我 々 の S - S 結合を利用 して

作製 した ペ プ チ ドの 中 で もも っ とも抗原性 の 強 い 傾向に あ っ た

K K C-α62
～ 7 7 - C に も応用 され , 抗 M I R m A b との 反応強調

お い て
,
K
78
→ H が有効 である こ とが 示 され た .

こ の こ と ほ ,
ア

ミ ノ酸置換が S - S 結合を有 した 合成 ペ プ チ ドに も試み る 価値

の ある方法で ある こ と を示 して い る .

以上 の 結果は , m A b と合成 ペ プ チ ドに 関 して の もの で あり ,

こ れ らが最終的に治療 に 反映 される に は ぃ 患者血清抗体と反応

し得 るもの で ある必要がある ･ これ に 閲 し, M G 患者血清中の

A C h R 抗体の 検出に構造修飾 した 合成 ペ プ チ ドが 有用 か どう

か を 検索 し , ア ミ ノ 酸置換 を行 わ な か っ た も の に 3 .3 % ～

1 6 .7 % の 陽性率を得た .
これ まで , M I R を 含む 断片化 され た合
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成 ペ プ チ ドでは ,
M G 患者血 清抗体 を十分 に 検出 しえた とす る

報告は な い . L e n n o n らほ
,
a 6 5 ～ 8 0 に M G 2 3 例の 検体 の

一 例

も反応 しなか っ た こ と を記載 して お り, 同時 に 患者血 清 は変性

A C b R や
, 個 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト に反 応 しない こ とを 記載 して い

る
28)

. また
,
B a 工k a s らも α61 ～ 7 6 と患者血 清の 反応 を , 測定 困

難 と報告して い る
31)

. 唯 一 A s hi z a w a ら
32) が α4 7 ～ 7 7 に 弱 い 反

応が ある と 報告 して お り ,
これ は患者血清が完全 な A Ch R 以

外に 反応 しな い とす る L e n n o n ら
叩
の 報告に反す る が ,

測定法

の 違 い もそ の 原田の
一 つ に考 えられ る . 今回の 我 々 の 検 討で ほ

α60 ～ 8 0 に 陽性例は 無く l

ペ プ チ ド の 長 さ に違 い ほ ある が ,

M I R を含む ペ プ チ ドで M G 患者血 清抗体 を検出できな い と す

る L e n n o n ら
20)
,
B a r k a s ら

31) の 既報 に 一 致す る . そ の
一 方 で

S - S 結合で構造修飾 した K K C Y G
-

α6 7 ～ 7 6- V C T , C R
-

α6 7 ～ 7 6 - K

( G
T4
→ C), C K G G L R -

α6 7 ～ 7 6 - K C
,
K K C -

α6 3 ～ 7 7 - C
,
K K C -

α6 2 ～ 7 7 → C
,
K K C -

α6 1 ～ 7 7 - C に 3 .3 % ～ 1 6 .7 % の 陽性例 を 認め

た . こ の■陽性率 ほ , 抗 M I R m A b と の 競合実験か ら M G 患者

血 清抗体の 約60 % が M I R を標 的とす る とい う報告に 対比 して

低く , 十分 な抗原性 の 回復 ほ得られ な か っ た と思わ れ るが , 患

者血清抗体 と の 反応 に お い ても構造修飾が抗原性強調 に 有効 で

あ る こ と を 示 酸 し て い る . ま た 同 時 に , 合 成 ペ プ チ ド

α67 ～ 7 6 の M G 患者 血清抗体 へ の 抗原性が減弱す る原困の
一

つ

に立 体構造の 変化 が関与す る こ とを 支持する知見 と思わ れ る .

一 方 ア ミ ノ 酸置換の 試 み は , 抗 M I R m A b と の 反応 か らは 有望

と思わ れ た が ,
M G 患者血清抗体 と の 反応に は , 少 なく と も

我 々 の 用 い た 4 種の 置換 は 】 抗原 性強調に効果を 示 さ なか っ

た . 抗 M I R m A b と ヒ ト 血 清抗体との 反応が必ず しも
一 致 しな

い こ とむま
,
抗 M I R m A b が種 を越 え て 広く反応す る 一 方 で ,

ヒ

ト患者血清抗体が シ ビ レ エ イ A C h R に反応 しな い こ と な どで

も知られ てお り
20)

,
m A b の反応は 強調 された

一

側面 で あり , か

な らず しも全体像 と
一

致 しな い こ とに よ る と思わ れ る .
こ れ ら

構造修飾された ペ プ チ ドと M G 患者血清抗体と の 反応 を 調 べ

た 報告は これ ま で に なく ,

一

部の 症例に せ よ陽性例 を得 る ペ プ

チ ドを 合成 しえた こ と は , 合成 ペ プチ ドを用 い て の 治療 を考 え

るうえに お い て重要 と思われ る .

結 論

M G 発症 の 主 因 で あ る 抗 A C h R 抗体 の 抗原決定基 と して

M I R (A C h R α6 7 ～ 7 6) が重要視 され て い るが ,
こ の 領域が合成

ペ プ チ ドと して 断片化 された場合 ほ , 抗原性が著 しく減弱する

の で
, 合成抗原と して の M I R は 病態解明, 治療 へ の 応 用 に 制

約 をうけ る .
こ の 抗原性回復 を得 るた め に 立体構造修飾 を試

み
,
以下 の 結果を 得た .

1 .
E L I S A 法に よ る検討 で , 抗 M I R m A b に対 して , 構造

修飾 され な い α67 ～ 7 6 , α6 0 ～ 8 0 に 反応ほ得られ なか っ た が ,
人

工 的に組 み込 んだ S -S 結合 で タ ー ン 構造を 強調す べ く作製 さ

れた K K C Y G -

a 6 7 ～ 7 6 一 V C T
,
C R - α6 7 ～ 7 6 - K ( G

74
→ C ), C K G G し

R - a 6 7 ～ 7 6 - K C
,
K K C -

α6 3 ～ 7 7 - C , 二K K C -

a 62 ～ 7 7
- C
, K K C

-

α

61 ～ 7 7 - C の 中 で ,
C K G G L R

-

α6 7 ～ 7 6 , K C
,
K K C -

a 6 3 ～ 7 7, C ,

K K C
-

a 6 2 ～ 7 7
- C
, K K C

-

α6 1 ～ 7 7 - C に 強い 反応 が得 られ た . こ の

こ と は , 抗 M I R m A b に対す る合成 ペ プチ ドの 抗原性 が立体構

造修飾で強調 しうる こと を意味 して お り, その
一

つ の 方放 と し

て S - S 範合阻み 込み に よ る タ
ー ン 構造強調を提示 した ･

2 . C K G G L R - α6 7 ～ 7 6 - K C に. 関 して は ,
水溶 液中で実際 に

S - S 結合を 有 し , タ
ー

ン 構造 を と る こ とを , N M R 法に よ る立

体構造解析で確認 した .

3 . 上記 の 構造修飾 され た ペ プ チ ドの 中 で も強 い 反応を示 し

た K K C -

a 62 ～ 7 7- C に 関 して , 抗 M I R m A b に 対す る抗原性強

調に有効と され る̀ ア ミ ノ 酸 置換 の 王
S-S 結合組み 込み との 併用

の 効果 を 試 み る た め ,
K K C-α6 2 ～ 7 7 - C ( G

73
→ H , K

76
→ A ),

K K C- α6 2 ～ 7 7 - C ( G
73
→ R , K

T6
→ A ) , K K C -

α6 2 ～ 7 7- C (K
78
→ H),

K K C -

a 6 2 ～ 7 7 - C ( K
T6
→ R) を作製 し, E L I S A 法に よ る検討 で ,

全 て に 抗 M I R m 阜b と の 反 応 を 得 た ■ ま た , な か で も

K K C - α6 2 ～ 7 7- C ( K
78
→ H ) は ア ミ ノ 酸置換前の 反応 を 上 回 り

,

S- S 結合組み 込み と の 併用 に お い て もア ミ ノ 酸置換 が抗原性強

調 に 有効で で あ る こ とを 示 した .

4 . 上 記 の 構造修飾 された ペ プチ ド全 て と , 構造修飾 されな

い α6 0 ～ 8 0 に関 して ,
二 抗体免疫沈殿法を用い 】 M G 患者血清

抗体と の 反応を調 べ ,
ア ミ ノ 酸置換 を行わ な か っ た K K C Y G -

α6 7 ～ 7 6
- V C T

,
C R - α6 7 ～ 7 6 - K ( G

T4
→ C ) , C K G G L R - α6 7 ～ 7 6 , K C ,

K K C- a 6 3 ～ 7 7
- C
,
K K C -

a 6 2 ～ 77- C , K K C
-

a 6 1 ～ 7 7 - C に 本病患者

30 症例中 3 .3 % ～ 1 6 .7 % の 陽性例を 得た .

一 方 で 構 造修飾され

な い α60 ～ 8 0 に 陽性例は 無か っ た . こ の こ と は抗 M IR m A b に

対 して だ けで なく ,
M G 患者 血清抗体 と の 反応に お い て も合成

ペ プ チ ドを 用い る 際に 見 られる抗原性低下 の 回復 に ,
立 体構造

修飾が有効である こ と を表 して い る .
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p e pti d e s b o u n d t o p oly s ty r e n e pl a t e s . J . I m m u n ol . M e th o d s ,

1 3 8 , 2 5- 2 9 (1 9 9 1) .

2 2) B o lt o n , A . E . & H u n t e r
,
W . M . : T h e l a b elli n g of

p r o t ei n s t o hi g h s p e cifi c r a di o a c ti vi ti e s b y c o nJ u g a ti o n t o a

1 2 5I - C O n t ai ni n g a c yl ati n g a g e n t . B i o c h e m . J . , 1 3 3 , 5 2 9 -5 3 8

(1 9 7 3) ,

2 3) W u th ri c h , K . : N M R of P r o t ei n s a n d N u cl ei c A cid s ,

1 s t e d .
, p ト2 9 2 , J o h n W il e y & S o n s I n c .

,
N e w Y o rk

,
1 9 8 6 .

2 4) B r a u n , W . & G 6
,
N . : C al c ul a ti o n of p r o t ei n c o n f o r m -

ati o n s b y p r o to n- p r Ot O n di s t a n c e c o n s tr ai n t s , A n e w effici e n t

alg o rith m . J . M ol . B i ol . , 18 6 , 61 1- 6 2 6 (1 9 8 5) .

2 5) L i n d s t r o m , J . , T z 且rt O S , S . & G u11i c k , W . : S tr u ct u r e

a n d f u n c ti o n of th e a c e tyl c h oli n e r e c e p t o r m ol e c ul e s t u di e d

u si n g m o n o cl o n al a n tib o di e s . A n n . N . Y . A c a d . S ci .
,
3 7 7

,
ト1 9

(1 9 81 ).

2 6) D y s o n , H . J . , C r o s s , K . J .
,
H o u g h t e n , R . A .

,

W ils o n
,
Ⅰ. A

り
W ri g h t , P . E . & L e r n e r

,
R . A . : T h e

i m m u n o d o mi n a n t site of a s y n t h e ti c i m rn u n o g e n h a s a

C O n f o r m atio n al p r ef e r e n c e i n w a t e r f o r a t y p e
- Ⅱ r e v e r s e

tu r n . N at u r e
,
3 1 8

,
4 8 0 -4 8 3 (1 9 8 5) .

2 7) C u n g , M . T .
,
M a r r a u d

,
M .

,
･ H a d jid a ki s , Ⅰ. ,

B a i r a k t a ri
, E .

,
S a k a r ell o s

,
C .
,
K o kl a

,
A . & T z a r t o s

,
S . :

T w o -d i m e n si o n al
-

H- N M R s t u d y of s y n th e ti c p e p tid e s

C O n t ai ni n g th e m ai n i m m u n o g e n ic r e gi o n of th e T o r p e d o

a c e t yl c h oLi n e r e c e p t o r . B i o p oly m e r s . , 2 8 , 4 6 5-4 7 8 (1 9 89) .

2 8) P a p a d o u li , I .
,
P o t a m i a n o s

,
S .
,
H a dji d a ki s , Ⅰ. ,

B a i r a k t a ri
,
E .

,
T si k a ris

,
V .

,
S a k a r ell o s

,
C .

,
C u n g , M . T .

,

M a r r a ll d , M . & T z a r t o s
,
S . J . : A n tig e ni c r ol e of si n gl e

r e sid u e s wi thi n th e m ai n i m m u n o g e ni c r e g lO n O f th e ni c o ti ni c

a c et yl c h oli n e r e c e p t o r . B i o c h e m . J . , 2 6 9 , 23 9- 2 45 (1 9 9 0) .

2 9) C u n g , M . T .
,
T $ik a ri s

,
V .
,
D e m a n g e , P り P a p a d o u li ,

l .
,
T z a rt o s

,
S . J .

,
S a k a r ell o s

,
C . & M a r r a u d

,
M . : 2 D- N M R

a n d m o le c ul a r d y n a m ic s a n a ly s IS Of th e T o r p e d o c alif o r ni c a

a c et yl c h oli n e r e c e pt o r α6 7-7 6 f r a g m e n t a n d o f it s [ A l a
76

l-

a n al o g u e . P e p tid e R e s . , 5 , 1 4-2 4 (1 9 9 2) .

3 0) P a p a d o u li , Ⅰ. , S a k a r ell o s , C .
& T z a r t o s , S . J . :

Hi g h- r e S C Ol u ti o n e pit o p e m a p p l n g a n d fi n e a n tl g e ni c

C h a r a c t e riz a ti o n of m ai n i m m u n o g e n i c r e g 10 n Of th e

a c et yl c h oli n e r e c e p to r . E u r . J . B i o c h e m .
,
2 1 l

,
2 2 7 - 2 3 4 (1 9 9 3) .

31) B a r k a s , T . , G a b ri el
,
J . M .

,
M a tl r O n

,
A .

,
H u g h e s , G .

J . , R o t h , B . , A lli o d , C .
,
T z a r t o s

,
S . J . & B alli v e t

,
M . :

M o n o cl o n al a n tib od i e s t o th e m ai n i m m u n o g e n i c r e gi o n of

th e n i c o ti ni c a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r bi rld t o r e sid u e s 61- 7 6 0f

α S u b u n it . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 3

,
5 91 6

- 5 9 2 0 (1 9 8 8) .

3 2) A sh i z a w a , T .
,
R u a n

,
K .

,
Ji n n ai

,
K . & A t a s si

,
M .
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Z . : P r ofil e of th e r e gi o n s o n th e a- C h a in of h u m a n a c e t yl c
-

h ol in e r e c e p t o r r e c o g n iz e d b y a u t o a n tib o d i e s i n m y a s th e ni a

g r a vi s . M ol . I m m u n ol . , 2 9 , 1 5 0 7
-1 5 1 4 (1 9 9 2) ･

An tig e n icit y o f S y n t h e si 2=e d A c e ty l c h oli n e R e c e p t o r P e p ti d e s: E 脆 ct s o f C o n 払
r m a ti o n M o d i fi c a ti o n o f M ai n

I m m u n o g e n i c R e gi o n o n A n tig e n i cit y R e i n f b r c e m e n t T o s h i o H a m a d a
,
D e p a rt m e n t of N e u r ol o g y , S ch o ol o f

M e dicin e
,
K an a Z a W a U ni v er sit y , K an a Z a W a 92 0

-

J . J u z e n M e d S o c ･
,
l 糾 , 3 0 2

M

3 1 0 (1 9 95)

K e y w o r d s m y a s th e nia g r a vi s , m ain i m m u n o g e nic r e g 10 n , Sy n th etic p ep tid e

A b st r a ct

T h e m ai n i m m u n og e nic r e g io n ( M m ) h a s b e e n k n o w n t o b e th e t ar g e t o f m o st o f th e an tib o die s w h ich c? u S e an ti g e ni c

m o d ul ati o n an d p as si v ely tr an Sfb r e x pe ri m e n t al a ut oi m m u n e m y as th e n i a g
r a vi s ( E A M G ) ag ain st th e a c et y l ch oli n e re c ep t or

(A C h R) i n m y as th e ni a g r a vis . M I R h a s b e e n r e c e n tl y l o c aliz e d b et w e e n r e sid u e s α 67 a n d a
7 6 0f th e A C h R a - S u b u nit

,
b u t

sy n th e ti c pe Ptid e s c arr ym g M I R h a v e n o t sh o w n e n o u g h an ti g e n i city i n an ti b o d y as s ay ･ I n or d er t o rei n f or c e th e a n tlg e n l Clty

of sy n t h eti c pe P ti d e s c a rry ln g M R , S e V e ral c o n fb rm a ti o n
- m O d ifie d m o d el p e ptid e s , i n w h i c h w e t ri ed t o m a k e th e B

-t u m

st ru Ct ur e m O r i nt e n s e b y f o mi n g S
- S b o n d

,
K K C Y G -

a 67 ～

7 6 - V C T , C R 一

α 6 7 ～

7 6 - K (G
74 → C) , C K G G L R -

a 6 7 ～ 7 6 - K C
,

K K C -

α 6 3 ～

7 7 - C
,
K K C - 6 2 - 7 7 - C

,
an d K K C -

α 6 1 ～

7 7 - C w e r e s y n th e si z e d ･ I n a d diti o n , W e Sy n th e siz e d K K C
-

a 6 2 ～ 7 7 -

C ( G
73 → H , K

7 6 → A) , K K C -

α 6 2 ～

7 7 - C ( G
73 → R

,
K
7 6 → A) , K K C

-

α 6 2 ～

7 7 - C ( K
7 6 → H ) , a n d K K C -

a 6 2 ､ 7 7 - C ( K
76

- R ) ,

b e c a u s e s u ch a mi n o a cid r e pla c e m e n ts h a v e b e e n r e p ort ed t o e x hi b it d r a m a ti c a nti
- M R m A b b in din g e nl 1a n C e m e nt ･ T h e se

pe Ptid e s w er e st u die d i n t er m s of th e a ntig e ni cit y r e a cti o n w i th an ti
ー M R m A b o n E L I S A ･ C K G G L R - α 6 7 ～ 7 6 - K C

,
K K C -

a 6 3 ～ 7 7 - C , K K C -

a 6 2 ～ 7 7 - C K K C -

α 6 1 ～ 7 7 - C
,
K K C -

α 6 2 ～

7 7 - C (G
73 → H , K

76 → A) , K K C -

a 6 2 ～ 7 7 - C ( G
73 → R

,
K
76 →

A ) , K K C
-

a 6 2 ～ 7 7 - C ( K
76 →
H ) , a n d K K C - a 62 ～

7 7 - C ( K
76 → R) s h o w e d an tig e n i city , a n d a n ti g e nicity of K K C

-

a 6 2 ～ 7 7 - C

( K
7 6 → H) w as m or e i nt e n s e th an P ePtid es w hi ch h ad n o a mi n o a cid re p l a c e m e nt , W h er e as α 6 7

～

7 6 a n d α 6 0
～ 8 0 h ad n o

a n ti g e nicit y ･ n e S e m O d el p e ptid e s a n d a n at ur al s e q u e n c e p ep ti d e , a 60
～ 8 0

,
W e r e th e n st u di ed r e sp e cti v el y i n t er m s of

an ti g e ni city t o d et e ct an ti b o d ie s i n h u m an m y aS th e ni c s e r a o n r a di oi mm u n O a SS ay ･ T h e f b u r m o d el pe P ti d e s , W h i ch d o n ot

h a v e a mi n o a ci d r ep l a c e m e nt , r e a C te d･ W i th s e ru m S a m Pl e s i n 3 ･3 %
～

1 6 ･7 % of 3 0 m y as th e ni c p ati e n ts , W h il e th e α 6 0
～ 8 0

a n d m o d el p ep ti d e s , W h ic h h a v e a mi n o a cid r e pl a c e m e n t , r e a Ct e d w i th n o n e o
f th e m ･ T h e s e r e s ult s s u g g e st th at m o d i n c a ti o n

o f th e c o n b rm ati o n o f th e sy n th etic p e p ti d e m a y e n h an C e th e an tlg e ni city , an d att e n ti o n s h o ul d b e p ai d t o th e c o nf b rm a ti o
n al

st r u ct u r e o f th e sy n th eti c p e pti d e s u s e d ･ T h i s ap p r o a c h m a y h elp d e v i s e s tr at ag e m s f o r a n tl g e n
- Sp e Ci fi c

th e r a p y o f

i m m u n o a d s o r pti o n i n m y a s th e ni a g r a vis ･


